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I 
摘 要 
苹果酸脱氢酶（MDH）是一种氧化还原酶，其正反应可催化 L-苹果酸和辅
酶 NAD+氧化形成草酰乙酸，逆反应可催化草酰乙酸以及辅酶 NADH 合成 L-苹
果酸。同时 MDH 在食品、临床医药和农业生产等领域，都具有非常重要的应用。
由于目前国内的 MDH 酶制剂价格昂贵，且大多来自于动物心脏，存在提取复杂
且容易造成环境污染等问题，故从丰富的海洋微生物中，提取 MDH 具有重要的
意义。独特海洋环境造就具有耐盐、嗜热、嗜冷、耐压和耐酸、耐碱等特性的极
端酶。海洋微生物在新基因、新蛋白开发等方面的应用潜力极大，为从海洋菌株
中挖掘 MDH 基因，并构建相应的工程菌株，从而进行以下实验： 
（1）目标菌株的筛选。从实验室保存的 14 株由国家海洋局第三研究所馈
赠的海洋菌菌株出发，筛选出 1 株 MDH 酶活最高的野生型菌株 Pseudomonas 
beteli。 
（2）构建表达 MDH 的重组大肠杆菌。以 Pseudomonas beteli 基因组为模板，
克隆出 MDH 基因，并连接至载体 pET -28a，转化至 E.coli BL21（DE3）和 E.coli 
Rosetta（DE3），得到表达 MDH 的工程菌。 
（3）MDH 酶促反应最适条件和稳定性的考察。重组菌株 Rosetta-pET28a-
MDH 通过诱导，产生目的蛋白 MDH 并通过镍柱进行蛋白纯化，纯化后 MDH 的
比酶活为 31.3U/mg。MDH 酶促反应最适温度为 60 ℃，40 ℃以下孵育 1 h，酶活
都能保持在 60 %以上。最适酶促反应 pH 为 8.0， 40 ℃孵育 1 h，MDH 在 pH=7.0
时最为稳定。 
（4）培养基优化。以苹果酸脱氢酶高产菌株 Rosetta -pET28a-MDH 为发酵
菌株，利用 PB 实验以及均匀设计实验，结合 DPS 数据处理系统对其培养基组成
进行优化，最终确定了其最佳的培养基成分（g/L）：葡萄糖 10，酵母粉 37.5，磷
酸氢二钾 8.0，磷酸二氢钠 2.5，硫酸铵 1.4，EDTA 0.5，微量元素 1.1。 
（5）多阶段调控 50L 高密度发酵。接种前维持转速 200rpm 和溶氧值 40%
左右。第一阶段：在接种后，采用与通气量偶联的方法调节转速，维持通气量不
变，转速最高达 500rpm，设置溶氧值为 30 %，温度 37 ℃。第二阶段：采用与通
气量偶联的方法调节通气量，转速维持在 500 rpm 不变，系统自动调节通气量，
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II 
设置溶氧值为 30 %，温度 37 ℃。第三阶段：当发酵液的 OD 值达到 10~11 时，
加入 IPTG，进行诱导，维持转速 500 rpm，设置溶氧值为 30%，温度 20℃。发
酵过程中，采用恒 pH 补料方法，每隔 1~2h 收集 30ml 发酵液。测定其 OD 值最
高达 15.1，苹果酸脱氢酶的粗酶比酶活和粗酶酶活分别为 67.5U/mg 和 41.0 U/ml，
1L 的发酵液含有酶活 41000U。 
 
 
关键词：海洋微生物；苹果酸脱氢酶；基因重组；高密度发酵 
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Abstract 
Malate dehydrogenase (MDH) is an oxidoreductase, which can catalyze the 
oxidation of L-malic acid and coenzyme NAD + to form oxaloacetic acid. The reverse 
reaction catalyzes the synthesis of L-malic acid by oxaloacetate and coenzyme NADH. 
At the same time MDH in food, clinical medicine and agricultural production and other 
fields, have a very important application. As the current domestic MDH enzyme 
preparation is expensive, and mostly from the animal heart, there are complex and easy 
to cause environmental pollution and other issues, so from the rich marine micro-
organisms, the extraction of MDH is of great significance. Unique marine environment 
to create a salt, heat, cold, pressure and acid, alkali and other characteristics of the 
extreme enzyme. Marine microorganisms in the new genes, new protein development 
and other aspects of the great potential for the application of marine plants from the 
mining of MDH gene, and the construction of the corresponding engineering strains, 
the following experiments: 
(1) Screening of target strains. A strain of Pseudomonas beteli with high MDH 
activity was screened from 14 strains of marine strains fed by the State Oceanic 
Administration's third institute, which were stored in the laboratory. 
(2) Construction of recombinant E. coli expressing recombinant MDH. The MDH 
gene was cloned from the Pseudomonas beteli genome and ligated into vector pET28a, 
transformed into E. coli BL21 (DE3) and E. coli Rosetta (DE3) to obtain MDH-
expressing engineering bacteria. 
(3) The optimum conditions and stability of enzymatic reaction of MDH were 
investigated. The recombinant strain Rosetta-pET28a-MDH was induced to produce 
the target protein MDH and purified by nickel column. The specific activity of the 
purified MDH was 31.3U / mg. The optimal temperature of MDH was 60 ℃, and 
incubated at 40 ℃ for 1 h. The activity of enzyme was kept above 60%. The optimal 
enzymatic pH was 8.0, incubated at 40 ℃ for 1 h, and MDH was the most stable at 
pH = 7.0. 
(4) medium optimization. The results showed that the optimum medium 
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composition (g/L) was optimized by using PB experiment and homogeneous design 
and the DPS data processing system to optimize the culture medium composition of the 
maltate dehydrogenase strain Rosetta-pET28a-MDH as the fermentation strain: glucose 
10, yeast powder 37.5, dipotassium hydrogen phosphate 8.0, sodium dihydrogen 
phosphate 2.5, ammonium sulfate 1.4, EDTA 0.5, trace element 1.1. 
(5) multi-stage regulation of 50L high-density fermentation. Maintain the speed 
before running 200rpm and dissolved oxygen value of about 40%. The first stage: after 
inoculation, the use of ventilation coupled with the method to adjust the speed to 
maintain the same ventilation, speed up to 500rpm, set the dissolved oxygen value of 
30%, temperature 37 ℃. The second stage: the use of ventilation coupled with the 
method to adjust the ventilation, speed maintained at 500 rpm the same, the system 
automatically adjust the ventilation, set the dissolved oxygen value of 30%, temperature 
37 ℃. The third stage: When the OD value of the fermentation broth reaches 10 ~ 11, 
add IPTG, induction, maintain the speed of 500 rpm, set the dissolved oxygen value of 
30%, temperature 20 ℃. Fermentation process, the use of constant pH feeding method, 
every 1 ~ 2h collection of 30ml fermentation broth. The enzyme activity and crude 
enzyme activity of malic acid dehydrogenase were 67.5U / mg and 41.0 U / ml, 
respectively. The fermentation broth of 1L contained 41000U of enzyme activity. 
 
 
Key words: marine microbes; malate dehydrogenase; gene recombination; high 
density fermentation 
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第一章 绪论 
1.1 海洋微生物 
人类所赖以生存的地球是一个三分陆地、七分海洋的星球，海洋资源占全部
水源的 97%。海洋中的微生物十分丰富，包括细菌、真菌、放线菌及病毒等，它
们组成了地球大约 50%的初级生产力，并显著地影响着全球的气候变化[1]，在物
质传递和能量循环中扮演重要的角色[2]。海洋中富含药物资源和酶资源，对现代
工业生产具有重要意义[3]。近年来，国内外学者一直致力于从分子生态学的角度
出发研究海洋微生物[4~6]。海洋分子生态学作为研究海洋环境微生物资源的强有
力的武器，贯通了现代分子生物学领域和传统生态学领域之间的学科壁垒，使人
们对海洋微生物资源有更深刻的认识。现有研究资料表明，许多种高强度的生物
活性物质，是由微生物分泌产生的，种类繁多、形态各异的海洋微生物有助于我
们挖掘新的基因、发现新的功能、研发新的材料和构建新的机制，有助于研究人
员在医疗、食品、卫生、环保等相关领域有更进一步的研究[7]。若期望更全面的
开发和更好的利用微生物资源，创造更好的社会、经济价值，就必须对海洋微生
物的多样性有更深入的研究，使其成为探究微生物资源的强有力武器。 
海洋极端环境孕育了独特的生物类群，尤其是微生物资源十分丰富。美国马
萨诸塞州海洋生物实验室在美国《国家科学院学报》上报道：仅海洋里的细菌种
类就高达 500 万-1000 万（是地球上所有生物种类的 5~10 倍），占据海洋生命形
态总数的 98 %。因此，开发海洋微生物新基因、新酶、新蛋白等方面的潜力极
大。 
1.1.1 海洋微生物的主要特性 
海洋微生物指生活在海洋水体中的并赖以生存的一切微生物，它们和生活
在陆地的生物类群具有许多相同的特性，但是由于海洋环境的特殊、复杂多变
又导致了海洋微生物具有许多不同的特性，尤其是海洋细菌，具有异于寻常的
适应性和多样性。形态上，在水深小于50 m的表层海水中，海洋细菌以杆菌为
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主，而在深海水域中，海洋细菌则以球菌为主。球菌的表面积相对杆菌、螺菌
小得多，但其抗深海静水压力的能力较强。结构上，海洋细菌多为革兰氏染色
阴性，且绝大多数具有很强的活动能力，这主要是由于大约75-85 %的海洋细菌
具有鞭毛，鞭毛的存在使其更适应水体环境，大大的增强了细菌的运动能力。
生理特征上，大多数的海洋细菌对温度的变化比较敏感，当温度高于30 ℃时，
细菌的活力会降低。总体来说，海洋微生物具有生长温度较低、耐高盐度、耐
较高静水压、可在较贫瘠营养环境下生长等普遍特点。 
 
表 1.1 海洋微生物的主要特性 
Table 1.1 The main characteristics of the marine microorganisms 
特性 主要表现 
嗜盐性 海水中富含各种无机盐类和微量元素。海洋菌需要在海水环
境下才能生长[8]。 
嗜冷性 大多数海洋菌对热比较敏感，不适应在30 °C以上的温度下生
长[9]。 
嗜压性 约 56 %以上的海洋环境处在 100～1100 大气压的压力之中，
海洋菌能够适应高压并保持酶系统的稳定性。 
低营养性 海水中营养物质比较稀薄，部分海洋菌要求在营养贫乏的环
境中生长，否则容易因其自身代谢产物积聚过甚而致死。 
多形性 在显微镜下观察细菌形态时，同一株细菌纯培养中可以同时
观察到多种形态，如球形、椭圆形、大小长短不一的杆状或
各种不规则形态的细胞。 
发光性 海洋菌中有少数几个表现出发光特性。 
 
1.1.2 海洋微生物中氧化还原酶的研究 
随着科学技术的发展和人们对开发海洋资源意识的增强，有关海洋微生物产
生新型生物酶的报道逐渐增多，海洋微生物成为开发新型酶制剂的重要来源[9]。
海洋微生物是氧化还原酶的天然宝库。氧化还原是细胞的基本的代谢过程，而在
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海洋极端环境中，有可能存在与现有的常态环境中不同的氧化还原酶，或者是活
性比现有的氧化还原酶高很多的酶系。海洋微生物生产的酶，其优异的催化效果
给众多的领域注入了新的活力，在生物技术和工业应用中已充当了重要的角色[10]。 
海洋微生物氧化还原酶以其独特的底物选择性和催化性能，在新酶开发领域
具有广阔的应用前景。对海洋微生物及其氧化还原酶系的挖掘、催化机制研究和
改造，将会大大拓展氧化还原酶在手性药物、手性农药和手性食品添加剂等精细
化工品产业的实际应用。由于在高盐、高温、低温、强酸、强碱等条件下存在的
极端海洋微生物酶在极端条件的化学和工业过程中能保持较高的活性和较好的
稳定性，因此，氧化还原酶是海洋微生物酶研究和开发的重点。目前来自深海和
极地的极端微生物作为产酶资源也成为研究热点，低温酶、碱性酶和耐盐酶等结
构和功能新颖的极端酶以其独特的催化作用大大拓宽了微生物酶的应用范围[11]。
例如，Batistagarcía 从深海海绵 Stelletta normani 分离的真菌的木质纤维素酶，其温
度在 50-70℃为最佳温度和 pH 在 5-8 之间为最适 pH 值，同时还具有良好的热稳定
性和耐热性[12]，显示了其在未来涉及木质纤维素材料的生物质转化中的巨大前景
[12]。再例如 Ogasawara 对海藻对抗微生物感染具有独特的防御策略的研究，可为
天然寻找抗菌方法和农业生产提供理论依据和理论指导[13]。  
1.2 苹果酸脱氢酶 
苹果酸脱氢酶（Malate dehydrogenase，MDH）广泛存在于动、植物和微生物
中，是三羧酸循环（见图 1.1）中的关键酶，并且在不同物种间具有较高的保守
性。如图 1.2 所示，它能够催化苹果酸羟基上的 H+定向地转移至 NAD(P)+上，使
苹果酸转化成草酰乙酸，且这一过程是可逆反应[14~15]。苹果酸脱氢酶的活性部位
由底物和辅酶结合位点构成，反应过程中，酶-辅酶-底物形成三聚体复合物，并
使蛋白质发生构象变化。变化的过程中，三聚体的一个环盖住活性位点，防止底
物和起催化作用的氨基酸受溶剂的干扰，使其慢慢地靠近，从而进行催化反应[16]。
在某些微生物细胞中，MDH 还能够与三羧酸循环的其他酶相互影响，拓宽底物
通道，从而增大酶活，例如在枯草杆菌中，MDH 能够与柠檬酸酶和异柠檬酸酶
相互作用，从而增大 MDH 酶活[17~18]。目前报道的苹果酸脱氢酶大部分是多聚体
酶，主要是二聚体或四聚体。组成二聚体或四聚体的每个亚基相同或相似且具有
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